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論　文　内　容　要　旨
〔目　的〕
Menkes病は伴性劣性遺伝を示す銅代謝異常症の一つである。その病因として、銅の吸収に関
する金属結合蛋白質であるMetallothionein（以下MTと略す）の異常が一因として考えられて
きた。最近では、MT産生の調節異常や細胞間銅輸送の異常が提唱されているが、未だ詳細は不
明である。、
本実験ではMT産生の調節異常の有無および薬物による有効な治療法を究明するため、Menkes
病患児、およびこのモデルマウスであるマクラーマウスより採取した培養皮膚線維芽細胞や肝細
胞に対する、銅およびステロイド剤投与の影響につき生化学的に検討した。
〔方　法〕
本実験では、モデルマウスであるマクラーマウスはすべて生後8過齢にて使用した。保因者に
相当するheterozygoteの雌（以下Ml／＋）と正常堆（以下＋／y）との交配によりMenkes病
モデルであるhemizygoteの雄（以下Ml／y）を得た。
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1）培養細胞に対する塩化第二銅投与の影響：Ml／yとMenkes病患児および各々の正常対照
の皮膚由来線維芽細胞株を樹立した。所定の数の細胞を0、2、4、6、8、10、16および24〝g
／mlの塩化第二銅を添加した培養液で培養し、24時間および亜時間目にトリハンブルー色素
排除法にて生細胞数を計測し、それぞれの増殖曲線を求めた。
2）培養細胞に対するステロイド剤投与の影響：実験1）で求めた結果より、増殖抑制が始まる
銅濃度を決定した。その濃度の鋼を添加した培地にさらにHydrocortisone（以下Hy）を、そ
れ自体の単独投与では細胞増殖に影響を与えない濃度である0．ト0．2〝Mを添加し、再度増殖
曲線を求めた。
3）銅およびHy添加が細胞周期に与える影響：実験1）、2）で得られた細胞にpropidium
iodide（PI）染色を施し、フローサイトメトリーによりDNAパターンを解析して、銅とHy
の細胞周期に与える影響を見た。
4）マウス腹腔内銅およびHy投与における肝細胞内MTの誘導：Ml／yに対し、生後7日目
に塩化第二銅（銅として50〟g）を腹腔内に投与し、生存したものを実験群とした。実験群
（Ml／y）および対照群（＋／y）の肝細胞内MTの誘導を目的として、飼（1mg／kg／day）
または鋼＋Hy（50瑚／kg／day）を腹腔内投与した。両群共に、銅または銅＋Hyを生後8
週目より4日間隔で2回授与したものおよび同間隔で7回投与したものを各々作成した。最終
の注射を各群に施行した後、4週目に肝を摘出して、各群のMT量を測定後、MT－isotypeを
高速液体クロマトグラフィーを用いて比較検討した。
5）マウス培養皮膚線維芽細胞に対するMT投与の影響：Ml／yの所定の数の線維芽細胞を、
鋼として10〝g／融の塩化第二銅を添加した培地、および同濃度の銅とHy同時投与により誘
導されたMT1．5〝gを添加した培地にて培養し、MT添加の効果を検討した。
〔結　果〕
1）Menkes病由来細胞では16〟g／ml、またMl／y由来細胞では4pg／mlの塩化第二鋼添加
で、培養24時間目より細胞増殖は各々の対照細胞と比較して有意に抑制された。
2）Menkes病由来細胞では0．1〃M，Ml／Yでは0．2〟MのHyの添加により再度増殖能が回
復した。
3）Ml／yおよびMenkes病由来細胞の増殖は対照細胞に比較し、より低濃度の銅で細胞回転が
停止し、主にそのS期に停滞することが判明した。またHyを添加することでS期での停梓は
解除された。
4）Ml／y，＋／yともに銅とHyの同時投与で肝細胞内MT量は増加した。また両群で、その
誘導量にも差はなかった。銅にて誘導されたMTのisotypeは両群共にMT－I、MT－II－1、MT－
Ⅱ－2の3種類に分画され、Hyにより誘導されたMTは主としてMT－Ⅱ－2であった。
5）Hyにより誘導されたMT－Ⅱ－2はMl／y由来細胞の鋼毒性を減少さすことができた。
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〔考　察〕
Menkes病およびMl／y由来細胞が、銅に対しその毒性を対照細胞より強く受けることを確
認し、さらにその毒性は細胞周期のS期に対するものであることが判明した。ステロイド剤投与
にて鋼毒性が減弱したが、これは鋼結合蛋白質であるMT分画中のMT－Ⅱ－2が誘導されfreeの
鋼と結合し、銅のdetoxificationが進んだためと考えられた。さらに、銅またはステロイド剤で
誘導されるMT量およびそのisotypeは、Ml／yとその対照とに差はなく、Menkes病が本来有
している銅の代謝障害の機序をMTの関与を中心にして説明することは不可能であり、Menkes
病の本体はMT以外にあると考えられた。
〔結　論〕
1）Menkes病の本体は、MT以外にあると考えられた。
2）ステロイド剤投与によりMenkes病における銅の急性毒性を予防できた。その理由として鋼
結合蛋白質であるMTの誘導に起因するものであることが判明した。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は、先天性の銅代謝異常疾患であるMenkes kinky hair（以下MKH）病の発生機序と
治療法の開発を目的とし、患者の培養線維芽細胞とMKH病のモデル動物であるmacularマウ
ス（Ml／y）を用い、細胞に対する銅の毒性、鋼の吸収に関与する金属結合蛋白質である
metallothionein（MT）の産生異常の有無、hydrocortisone（HY）の投与による銅の細胞毒性
とMT産生の変化を検討したものである。
著者は、MKH病患者とMl／yマウスの線維芽細胞を培養し、塩化第二銅の毒性と細胞増殖
に及ぼす影響を調べた。その結果、‘MKH病とMl／yマウスの線維芽細胞では、正常細胞に比
して、銅投与初期から有意に細胞増殖が抑制される．こと（now cytometryによる細胞周期の検
討では分裂サイクルがS期で止まる）、また持続投与で細胞壊死がおこること、一方、HYを投
与すると銅の細胞毒性が低下し、細胞増殖が正常に戻ることなどが明らかにされた。
－また、Ml／yマウスと正常マウスで、腹腔内に塩化第二銅とHYを投与し、肝細胞における
MTの誘導が調べられた。MTは、銅単独あるいはHY単独投与で、Ml／yマウスと正常マウ
スの両群で誘導されたが、誘導量とMTのisotypeともに両群で差が無いことが明らかにされた。
さらに、HYで誘導されたMTを抽出し、銅投与下のMl／yマウス由来の培養線維芽細胞に投
与すると、銅毒性が減少することが分かった。
以上の実験結果は、MKH病の主たる病因であると・きれてきたMT産生の調節異常が必ずしも
存在しないことを明確‾にしたもので、今後の病因解明に重要な基礎的情報を提供するものである。
また、治療法が確立されていない本症に対し、ステロイド剤による治療の可能性を示したもので、
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その臨床的意義は大きく、医学博士の学位論文に価する。
－67－
